Synthesis and in-depth analysis of natural and engineered cystine-knot miniproteins by Reinwarth, Michael
   
  
   
 Synthesis and in-depth analysis 
of natural and engineered 
cystine-knot miniproteins  
   
   
   
  
  
      
 
Vom Fachbereich Chemie der Technischen Universität Darmstadt 
 
zur Erlangung des akademischen Grades eines 
 
Doktor-Ingenieurs (Dr.-Ing.) 
 
genehmigte kumulative Dissertation, 
vorgelegt von 
 
Dipl.-Ing. Michael Reinwarth 
aus Langen 
  
 
Referent:       Prof. Dr. Harald Kolmar  
Korreferentin:  Prof. Dr. Katja Schmitz  
    
  
Tag der Einreichung:       20. Mai 2016  
Tag der mündlichen Prüfung:  11. Juli 2016  
Darmstadt 2017 
D 17 
 II 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
  
  
Die vorliegende Arbeit wurde unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Harald Kolmar am Clemens 
Schöpf-Institut für Organische Chemie und Biochemie der Technischen Universität Darmstadt seit 
Oktober 2009 angefertigt.   
 III 
 
  
  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Das Unmögliche möglich zu machen wird ein Ding der Unmöglichkeit. 
Andreas Brehme 
 
 
 IV 
 
  
Publikationsliste 
Die Ergebnisse, die dieser Arbeit zu Grunde liegen wurden wie folgt publiziert: 
 
1. Reinwarth, M.; Nasu, D.; Kolmar, H.; Avrutina, O., Chemical synthesis, backbone 
cyclization and oxidative folding of cystine-knot peptides: promising scaffolds for 
applications in drug design. Molecules 2012, 17, (11), 12533-52. 
2. Reinwarth, M.; Glotzbach, B.; Tomaszowski, M.; Fabritz, S.; Avrutina, O.; Kolmar, H., 
Oxidative folding of peptides with cystine-knot architectures: kinetic studies and 
optimization of folding conditions. Chembiochem 2013, 14, (1), 137-46. 
3. Glotzbach, B.; Reinwarth, M.; Weber, N.; Fabritz, S.; Tomaszowski, M.; Fittler, H.; 
Christmann, A.; Avrutina, O.; Kolmar, H., Combinatorial Optimization of Cystine-Knot 
Peptides towards High-Affinity Inhibitors of Human Matriptase-1. PLoS One 2013, 8, (10), 
e76956. 
4. Reinwarth, M.; Avrutina, O.; Fabritz, S.; Kolmar, H., Fragmentation follows structure: top-
down mass spectrometry elucidates the topology of engineered cystine-knot 
miniproteins. PLoS One 2014, 9, (10), e108626. 
 
 
An folgenden Publikationen wurde in Form von Koautorenschaften mitgewirkt: 
 
 
5. Empting, M.; Avrutina, O.; Meusinger, R.; Fabritz, S.; Reinwarth, M.; Biesalski, M.; Voigt, 
S.; Buntkowsky, G.; Kolmar, H., "Triazole bridge": disulfide-bond replacement by 
ruthenium-catalyzed formation of 1,5-disubstituted 1,2,3-triazoles. Angew Chem Int Ed 
Engl 2011, 50, (22), 5207-11. 
6. Fabritz, S.; Horner, S.; Konning, D.; Empting, M.; Reinwarth, M.; Dietz, C.; Glotzbach, B.; 
Frauendorf, H.; Kolmar, H.; Avrutina, O., From pico to nano: biofunctionalization of cube-
octameric silsesquioxanes by peptides and miniproteins. Org Biomol Chem 2012, 10, (31), 
6287-93. 
7. Glotzbach, B.; Schmelz, S.; Reinwarth, M.; Christmann, A.; Heinz, D. W.; Kolmar, H., 
Structural characterization of Spinacia oleracea trypsin inhibitor III (SOTI-III). Acta 
Crystallogr D Biol Crystallogr 2013, 69, (Pt 1), 114-20. 
8. Maass, F.; Wustehube-Lausch, J.; Dickgiesser, S.; Valldorf, B.; Reinwarth, M.; Schmoldt, H. 
U.; Daneschdar, M.; Avrutina, O.; Sahin, U.; Kolmar, H., Cystine-knot peptides targeting 
cancer-relevant human cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4). J Pept Sci 
2015, 21, (8), 651-60. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 V 
 
  
Danksagung 
Zu allererst möchte ich denen danken, ohne die die Entstehung dieser Arbeit unmöglich gewesen 
wäre: 
 
Katrin Reinwarth: Danke dafür, dass ich dich meine Frau nennen darf. Danke, dass du immer zu mir 
stehst – auch in schlechten Zeiten. Danke, dass du mich komplett machst. Danke für die 
vergangenen Jahre – und danke für die kommenden. Ich freue mich drauf! 
Lukas und Amelie Reinwarth: Danke, dass für die Abwechslung und Ablenkung von der Arbeit. 
Danke dafür, dass ihr mich mit eurer unbeschwerten Lebensfreude zum Lachen bringt, wie nur ein 
Kind es kann. Behaltet eure ungetrübte Lebensfreude solange ihr könnt und lasst mich daran 
teilhaben! 
Prof. Harald Kolmar: Danke für die Möglichkeit diese Arbeit unter deiner Regie zu erstellen! Danke 
für deine Hilfe, die die Fokussierung beibehält, aber trotzdem genug Platz für eigene Ideen lässt. 
Danke für die konstruktive Kritik, die immer hilft sich zu verbessern und das Lob, das einen motiviert 
weiterzumachen und nicht aufzugeben. Danke für einen Chef, der immer da ist, wenn man ihn 
braucht! 
Dr. Olga Avrutina: Danke für die schnelle und unkomplizierte Hilfe, falls es mal nicht weiterging. 
Danke, dass du deine praktischen Erfahrungen an mich weitergeben hast. Danke, dass du mich 
sorgfältiges und wissenschaftliches Arbeiten gelehrt hast. Und natürlich danke für die Hilfe beim 
Schreiben der Publikationen – bei dir habe ich mehr Englisch gelernt als in der Schule.  
Inge und Manfred Grentz: Danke, dass ihr immer für uns da wart und wir uns bei euch wohl und 
willkommen fühlen durften. 
Die gesamte Arbeitsgruppe Kolmar: Ich möchte allen für die tolle Zusammenarbeit danken für die 
Hilfestellung und Lösungsvorschläge bei meinen Problemen und natürlich für die spannenden 
‚crossover-Projekte‘. Zwei Einzelpersonen gehört besonderen Dank: Dr. Bernhard Glotzbach und 
Dr.-Ing. Sebastian Fabritz: Danke für die Entwicklung und Durchführung unserer gemeinsamen 
Projekte! 
Den Verlagen Wiley VCH, MDPI und PLOS ONE für die Erlaubnis die nachfolgenden Publikationen in 
meiner Dissertation zu verwenden und zu verwenden. 
  
 VI 
 
  
Inhaltsverzeichnis 
 
Publikationsliste ..................................................................................................................................... IV 
Danksagung ............................................................................................................................................. V 
1 Überblick über das Forschungsfeld und Zielsetzung ....................................................................... 1 
2 Einleitung ............................................................................................................................................. 7 
2.1 Chemical Synthesis, Backbone Cyclization and Oxidative Folding of Cystine-knot Peptides – 
Promising Scaffolds for applications in Drug Design .......................................................................... 7 
3 Experimenteller Teil ........................................................................................................................... 28 
3.1 Oxidative Folding of Peptides with Cystine-knot Architechture: Kinetic studies and optimization 
of folding conditions.......................................................................................................................... 28 
3.2 Combinatorial Optimization of Cystine-knot Peptides towards High-Affininty Inhibitors of 
undHuman Matriptase-1 .................................................................................................................. 39 
3.3 Fragmentation follows Structure: Top-Down Mass Spectrometry Elucidates the Topology of 
Engineered Cystine-knot Miniproteins .............................................................................................. 50 
4 Ergänzende Informationen zu den vorgelegten Publikation aus 3 .................................................... 61 
4.1 Oxidative Folding of Peptides with Cystine-knot Architechture: Kinetic studies and optimization 
of folding conditions.......................................................................................................................... 61 
4.2 Combinatorial Optimization of Cystine-knot Peptides towards High-Affininty Inhibitors of 
Human Matriptase-1 ....................................................................................................................... 106 
4.3 Fragmentation follows Structure: Top-Down Mass Spectrometry Elucidates the Topology of 
Engineered Cystine-knot Miniproteins ............................................................................................ 120 
5 Eidesstattliche Erklärung ................................................................................................................ 137 
6. Lebenslauf ....................................................................................................................................... 139 
 
  
 1 
 
  
1 Überblick über das Forschungsfeld und Zielsetzung der Arbeit 
Die fortwährende Weiterentwicklung der individualisierten Medizin stellt hohe Anforderungen an 
neu entwickelte Medizinprodukte. Im Gegensatz zur Behandlung oder Erkennung von Krankheiten, 
die viralen oder bakteriellen Ursprungs sind, ist die Adressierung von körpereigenen Zellen mit 
Fehlfunktionen wie Alzheimer und Malignomen ungleich schwieriger. Hier muss das verabreichte 
Therapeutikum oder Diagnostikum hinreichend selektiv wirken, um eine Behandlung oder 
Markierung vitaler Körperzellen zu vermeiden. Die Kenntnis der veränderten Beschaffenheit der 
Zelloberfläche ist dabei ebenso unabdingbar wie die der Struktur und Wirkmechanismen der 
zellbindenden Präparate. 
Die Entwicklung neuer Therapeutika oder Diagnostika basiert heutzutage in erster Linie auf drei 
Substanzklassen: niedermolekulare Verbindungen (engl. Small molecules), Peptide und Antikörper 
(Tabelle 1). 
Nach der Identifikation einer potentiell aktiven Substanzklasse erfolgt die Synthese von small 
molecules aufgrund der konstanten Gerüststruktur oftmals durch kombinatorische 
Hochdurchsatzverfahren, da hier nur Änderungen von Seitenketten oder funktionellen Gruppen der 
Peripherie vorgenommen werden.[1] Dabei werden Synthese und chromatografische und massen-
spektrometrische Analytik gekoppelt. Als Ausgangspunkt dienen gewöhnlich körpereigene 
Substanzen wie z. B. Substratanaloga, die an das Enzym binden und damit die hydrolytische Aktivität 
des Enzyms inhibieren.[1]  Auf diesem Wege können binnen kürzester Zeit hunderte biologisch 
hochaktiver Substanzen synthetisiert und auf ihre Wirksamkeit getestet werden. Obwohl auf diesem 
Wege hochaffine Moleküle mit Bindungskonstanten im subnanomolaren Bereich entwickelt werden 
können, wird deren Wirkung aber häufig durch eine geringe Selektivität beeinträchtigt, was in eine 
Schädigung vitaler Zellen resultieren kann. Dies führt letztlich zu einer erhöhten Toxizität dieser 
Substanzklasse.[2] Ebenso ist die Resorption aufgrund der strukturellen Eigenschaften, wie Lipophilie 
und fehlender Ladungen oftmals reduziert.[1, 3] Eine Vielzahl der heute gängigen Chemotherapeutika 
wie Imatinib, Nexavar® (Sorafenib) und Tarceva® (Erlotinib) auf diesem Wege entwickelt worden.[1] 
Antikörper bestehen aus je zwei leichten und schweren Ketten, die wiederum in konstante und 
variable Bereiche unterteilt sind. Die Bindung zum entsprechenden Antigen erfolgt über die 
variablen Bereiche. Innerhalb dieser Domänen befinden sich die je drei hypervariablen Regionen, die 
sogenannten CDRs (complementary determining region), die für die Antigen-Antikörper-Bindung 
verantwortlich sind.[4] Die Bindung einer einzelnen CDR zu ihrem jeweiligen Antigen ist relativ 
schwach, die Bindungskonstanten liegen hier in der Regel im mikromolaren Bereich.[4] Durch die 
simultane Bindung aller drei CDRs an das Antigen potenzieren sich die Bindungskonstanten bis in 
den femtomolaren Bereich. Durch dieses Zusammenspiel der einzelnen CDRs ist die Selektivität im 
Vergleich zu den small-molecule-basierenden Präparaten stark erhöht.[4] Ein weiterer, 
größenbedingter (bis zu 1000 kDa) Vorteil der Antikörper ist deren langsamer Abbau im Körper des 
Patienten, was einen längeren Wirkzeitraum zur Folge hat.[5] 
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Tabelle 1: Therapeutika verschiedener Substanzklassen. Cystine sind aus Übersichtlichkeit farblich gekennzeichnet. 
Name, 
Markenname 
Struktur Substanz-
klasse 
Zielprotein, 
bevorzugter Einsatz 
Idelalisib, 
Zydelig® 
 
small-
molecule 
Kinase 
(phosphoinositide 3-
kinase), Leukämie 
Dolutegravir, 
Tivicay®  
 
small-
molecule 
Integrase, HIV-1 
Liraglutide, 
Victoz® 
 
Peptid GLP-1 (glucagon-like 
peptide-1) Rezeptor, 
Typ 2 diabetes 
Ecallantide, 
Kalbitor® 
 
Peptid Kallikrein, vererbtes 
Angioödem 
Nivolumab, 
Opdivo® 
Humaner IG4-Antikörper Antikörper PD-1 (programmed cell 
death protein 1), 
verschiedene 
Krebsarten 
Ramucirumab 
Cyramza® 
Humaner IG1-Antikörper Antikörper VEGFR 2 (vascular 
endothelial growth 
factor recptor), 
Magenkarzinom 
 
Nachteilig wirkt sich hingegen die Größe in Bezug auf die Gewebsdurchdringung aus, was 
insbesondere bei schlecht durchbluteten Tumorgeweben in einer verminderten Bioverfügbarkeit 
resultiert.[5] Außerdem sind die Synthese und Reinigung teilweise sehr aufwendig, da die meist 
glykosylierten Antikörper aus Zellkulturen gewonnen und anschließend chromatografisch gereinigt 
werden müssen.[6, 7] Trotz dieser Hürden wird eine Vielzahl monoklonaler Antikörper in der 
Diagnostik als Tumormarker, in der Immunoszintigraphie und als Therapeutika kommerziell 
eingesetzt.[8] 
Peptid-basierende Therapeutika oder Diagnostika vereinen eine vereinfachte Synthese im Vergleich 
zu Antikörperpräparaten und eine verbesserte Gewebsdurchdringung.[9] Allerdings weisen sie eine 
verringerte Serumhalbwertszeit und Selektivität bei vergleichbaren Affinitäten auf.[9-11] Diese 
Eigenschaften machen Peptide zu einer interessanten Alternative zu klassischen Antikörper- oder 
small molecule Präparaten. In den letzten Jahren hat sich der Anteil der durch die amerikanische 
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Food and Drug Administration (FDA) zugelassen peptid-basierten Therapeutika signifikant 
erhöht.[12-17] 
Eine Molekülklasse, die viele Vorteile aller drei erwähnten Substanzklassen in sich vereint sind die 
Cystinknotenminiproteine. Diese sind Peptide mit ca. 30 Aminosäuren, die durch drei 
‚pseudoknotenbildende‘ Cystine sowie ein extensives Netzwerk von Wasserstoffbrücken eine stabile 
dreidimensionale Struktur und eine außerordentliche Stabilität aufweisen (Abbildung 1).[18-24]  
Diese strukturellen Eigenschaften führen zu  einer hohen Stabilität gegenüber thermischen und 
chemischen Einflüssen sowie proteolytischer Hydrolyse, was eine orale Verabreichung von 
Therapeutika denkbar macht.[18, 25-27] Unterschieden werden die meist antibiotisch wirkenden, 
zyklischen und die inhibitorischen Miniproteine.[23, 28] Aufgrund der relativ geringen Größe von 
üblicherweise bis zu 35 Aminosäuren kann die Synthese sowohl rekombinant als auch chemisch in 
relativ hohen Ausbeuten und mit vertretbarem finanziellem Aufwand durchgeführt werden.[23, 29, 
30]  
 
Abbildung 1: Cartoondiagramme und Aminosäuresequenzen typischer Cystinknoten. (a-c):Schleifen sind in hellblau 
dargestellt und entsprechend ihrem Vorkommen innerhalb der Sequenz nummeriert, α-Helices in dunkelblau, β-Faltblätter 
in rot und Cysteine in gelb mit römischer Nummerierung entsprechend ihrem Vorkommen innerhalb der Peptidsequenz. (a) 
Möbius Cyclotid Kalata B1. (PDB-ID: 1NB1) (b) Bracelet Cyclotid Cycloviolacin O2. (PDB-ID: 2KNM) (c) Azyklischer Inhibitor 
cystine knot ocMCoTI-II (PDB-ID: 2IT8). Strukturen sind mit Yasara Ver. 12.4.1 dargestellt. (d) Cysteine sind entsprechend 
ihrem Vorkommen innerhalb der Sequenz nummeriert, Cystinverbindungen sowie die Makrozyklisierung sind schematisch 
dargestellt.[23] 
 
Des Weiteren können über eine Änderung der bindenden Schleife (Abbildung 1) Affinitäten und 
Selektivitäten von inhibitorischen Cystinknoten-Miniproteinen verändert werden. Durch eine 
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Randomisierung dieser Schleife wurden aus zufallsmäßig oder gezielt erzeugten Bibliotheken 
hochaffine und -selektive Inhibitoren gegen krebsrelevante Enzyme gefunden.[31, 32] Ebenso 
konnten durch rationale Veränderungen dieser Schleife Binder für verschiedene Tumormarker 
generiert werden.[21, 33-36] 
In der hier vorgelegten Arbeit sollte die Synthese und Analytik bekannter und in ihrer Sequenz 
veränderter Varianten offenkettiger, inhibitorischer Miniproteine bearbeitet werden: 
 Die Cysteinoxidation und die damit verbundene Ausbildung sekundärer und tertiärer 
Strukturelemente von Miniproteinen ist ein entscheidender Schritt der Synthese.[23] Die 
Optimierung der Ausbeute der peptidchemischen Darstellung der Peptidkette war daher 
ebenso von besonderem Interesse wie die Verbesserung der synthetischen Bedingungen 
und Ausbeute bei der Ausbildung des Cystinknotens. Diese Optimierung war insbesondere 
bei Miniproteinen mit veränderter Primärstruktur notwendig, da die bisher verwendeten 
Systeme zur oxidativen Faltung häufig sehr kompliziert sind, nur für eine einzelne Familie 
von Miniproteinen anwendbar ist oder  ur geringe Ausbeuten liefert. 
 
 Daraus resultierend sollte im Anschluss die physikochemische Charakterisierung der 
Miniproteine durchgeführt werden. Mit Hilfe dieser Technologien sollten neue Erkenntnisse 
über die Primär- Sekundär- und Tertiärstruktur gewonnen werden. Insbesondere die 
Verifizierung der korrekten Disulfidtopologie ist hier von besonderem wissenschaftlichem 
Interesse und nicht trivial. 
 
 Die aus der Strukturaufklärung erhaltenen Erkenntnisse sollten dann wiederum zur 
Generierung von Peptidbibliotheken verwendet werden, deren Durchmusterung zum Erhalt 
hochaffiner und –selektiver Binder krebsrelevanter Oberflächenenzyme führen sollte. Diese 
sollten dann mittels der optimierten Synthesebedingungen hergestellt werden und mittels 
enzymologischer Tests biochemisch charakterisiert werden. Die hinsichtlich Affinität und 
Selektivität potentesten Inhibitoren sollten dann in Dosis-Wirkungs-Studien auf 
Prostatakrebszellen ex vivo hinsichtlich ihrer inhibitorischen Aktivität hinsichtlich humaner 
Matriptase-1 charakterisiert werden. 
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